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摘要 :【 目 的] 昆虫 适应 新 环境 的 能 力 与 其 对 温度 的 耐 受 能 力 密切 相关 。 热 激 蛋 白 HSP70 和 HSP90 具有 提高 生物 
体温 度 耐 受 性 的 功能 。 烟 粉 乱 Bemisia tabaci a e 能 力 有 差异 ,这 与 
它们 的 热 激 蛋 白 基 因 找 贝 数 的 差异 可 能 相关 。【 方 法 】 利 用 实时 菊 光 定量 PCR 方法 ,检测 人 侵 型 烟 粉 乱 MED 隐 种 
和 MEAMI1 隐 和 种、 本 地 型 烟 粉 乱 Asia M 1 eee en Trialeurodes vaporariorum ( Westwood ) 基因 组 DNA 中 热 
激 蛋 白 基因 hsp70 和 hsp90 WFN Z [SER] ATA PSS 9 A BLAS Td Bk ASA A hsp70 和 hsp90 的 含量 均 
有 较 大 差异 ,其 中 hsp70 和 hsp90 找 贝 数 在 入 侵 型 烟 粉 乱 MED 和 ME AML 隐 种 中 含量 较 其 他 两 种 均 高 ,而 在 土著 种 
Asia I1 隐 种 中 含量 最 低 ,在 温室 粉 乱 中 居中 。 此 外 ,相同 物种 雌雄 成 虫 hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 也 不 同 ,上 峻 虫 hsp70 
和 hsp90 拷贝 数 约 为 雄 虫 的 2 倍 。【 结 论 】 不 同 种 粉 乔 及 烟 粉 乔 不 同 隐 种 的 hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 可 能 与 其 耐 热 
性 差异 相关 。 本 研究 为 解释 不 同 种 粉 下 、 烟 粉 蛋 不 同 隐 种 及 其 不 同性 别 的 耐 热 性 差异 机 制 提 供 了 进一步 的 依据 。 
关键 词 : 烟 粉 乱 ; UM; 热 激 蛋白 基因 ; 耐 温 性 ; 实时 效 光 定量 PCR; 拷贝 数 
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Abstract; [ Aim] Insects’ ability to adapt to new environment is closely related to their tolerance to different 
temperatures. Heat shock proteins HSP70 and HSP90 play important roles in improving stress resistance in 
insects, especially the thermo tolerance. Different whitefly species and different cryptic species of Bemisia 
tabaci complex show different tolerance to temperature stress, which may be related to the difference in the 
copy numbers of the Hsp genes of these species. [Methods] The copy numbers of hsp70 and hsp90 in 
Trialeurodes vaporariorum and three cryptic species (two invasive species MED and MEAM] and one native 
species Asia I] 1) of B. tabaci complex were detected by using absolute real-time quantitative PCR. [ Results} 
The results showed that there was great difference in the copy numbers of both hsp70 and hsp90 among different 
species. The copy numbers of hsp70 and hsp90 in MED and MEAMI cryptic species were much higher than 
those in T. vaporariorum and Asia [[ 1, and those in Asia [| 1 were the lowest. Moreover, for the same species 
the copy numbers of hsp70 and hsp90 in female whiteflies were 2-fold as high as those in male adults. 
{ Conclusion) There is a relationship between the copy numbers of Hsp genes and thermal tolerance in B. 
tabaci cryptic species and T. vaporariorum. The results provide further information in understanding the 
mechanisms of different heat tolerance for different species or different sexes of whiteflies. 
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By wl Ja FW H ( Hemiptera) # Hl 科 
(Aleyrodidae ) ,是 一 类 体型 微小 的 植 食性 刺 吸 类 害 
虫 , 主 要 集中 在 热带 和 亚热带 地 区 (Mound and 
Halsey, 1978), Æ 2007 年 ,记载 的 粉 乱 有 1 556 种 
(Martin and Mound, 2007) , 其 中 报道 最 多 AER 
为 严重 的 是 烟 粉 乱 Bemisia tabaci (Gennadius ) 和 温 
‘28 3} fl, Trialeurodes vaporariorum ( Westwood), AX 
Bl — +  & 30 个 以 上 隐 种 的 物种 复合 体 
(Dinsdale et al., 2010; De Barro et al., 2011; Hu et 
al., 2011 )。 例 如 , MED ( Mediterranean ) 和 MEAM1 
(Middle East Asia Minor 1 ) 隐 种 具有 很 强 的 入 侵 性 ， 
属于 全 球 和 人 侵 种 ,分 别 起 源 于 地 中 海 和 中 东 - 小 亚 细 
亚 (Dinsdale et al., 2010; De Barro et al., 2011; Hu 
et al., 2011) , 现 已 广泛 分 布 于 世界 各 地 ,号称 "超级 
害虫 ” ,给 许多 国家 和 地 区 的 农作物 造成 了 毁灭 性 
的 灾害 。 又 如 ,Asia [1 隐 种 起 源 于 亚洲 ,属于 中 
本 地 种 ,在 中 国 浙江 最 时 记录, 分 布 于 中 国 海南 J 
东 、 广 西 . 台 湾 、 贵 州 及 浙江 ( 刘 银 果 和 刘 树 生 ， 
2012)。 温 室 粉 融 属 于 入 侵 种 ,一 般 认为 ,温室 粉 下 
起 源 于 南美 巴西 和 墨西哥 一 带 , 后 传人 美国 和 加 拿 
大 ,再 由 此 传 入 欧洲 ,到 20 世纪 60 年代, 温室 粉 恒 
传 入 亚洲 ,现在 世界 范围 内 广泛 分 布 ( Russell , 
1948 , 1963; Hill，1987 ) 。 温 室 粉 乱 及 烟 粉 乱 MED 
和 MEAMI 隐 种 在 我 国 各 地 均 有 分 布 , 其 中 温室 粉 
乔 主 要 在 东北 、 华 北 和 西北 发 生 ( 崔 旭 红 ,2007) , 烟 
粉 乱 MED 和 MEAM1 隐 种 在 全 国 均 能 狙 狐 为 害 多 
种 经 济 作物 ,如 蔬菜 ,棉花 和 花卉 等 , 且 在 华东 AP 
地 区 逐渐 取代 本 地 种 成 为 优势 种 (Hu et al., 2011) 。 
办 粉 乱 和 温室 粉 乱 . 以 及 烟 粉 乔 不 同 隐 种 具有 相似 
的 生境 环境 特点 ,但 存在 区 域 分 布 差异 。 温 度 是 决 
定 物种 分 布 和 扩散 区 域 的 重要 影响 因子 ( Cossins 
and Bowler, 1987; Bale et al., 2002; Hoffmann 
et al., 2003; Sorte and Hofmann, 2005; Deutsch et 
al., 2008) ,由 此 可 见 , 对 温度 适应 能 力 差异 差 亦 是 
烟 粉 乱 和 温室 粉 乱 以 及 烟 粉 乱 人 侵 种 与 本 地 种 间 区 
域 分 布 差异 的 关键 因素 之 一 。 烟 粉 乱 MED 和 
MEAML 隐 种 比 温 室 粉 乱 具 有 更 强 的 高 温 适 应 能 
(AR, 2009) , 比 本 地 种 Asia M1 隐 种 具有 更 强 的 
温度 适应 能 力 (Yu et al., 2012) 。 随 着 全 球 温度 的 
变化 ,它们 在 不 同 地 理 环境 下 的 成 功 适应 ,已 经 广泛 
引起 了 人 们 对 粉刺 入 侵 机 制 的 理论 探讨 ,对 于 其 生 
态 适应 性 的 分 子 机 制 更 是 近 几 年 来 的 研究 热点 
二 

自然 界 中 ,不 同 的 物种 分 化 出 不 同 的 生态 位 。 
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同一 物种 的 种 群 由 于 受到 气候 变化 的 影响 也 存在 季 
节 性 波动 ,这 些 都 反映 了 生物 对 栖 境 特征 和 热能 的 
不 同 需 求 ( Hoffmann et al., 2003; Sørensen et al., 
2005 ) 。 昆 虫 对 不 同 气候 环境 的 适应 能 力 决定 了 其 
在 一 个 环境 下 的 分 布 和 丰 度 。 温 度 是 影响 昆虫 生长 
发 育 的 一 个 重要 环境 因子 。 昆 虫 适应 不 同 的 环境 温 
度 有 赖 于 其 耐 热 性 的 强 弱 , 已 有 研究 表明 , 热 激 和 蛋白 
(heat shock proteins, HSPs) 的 分 子 伴 侣 作用 是 其 获 
得 耐 热 性 的 一 个 重要 来 源 。 热 激 蛋 白 是 在 有 机 体 受 
到 高 温 等 逆境 刺激 后 大 量 表达 的 一 类 蛋白质, 能够 
防止 体内 蛋白 质 的 变性 ,恢复 其 原 有 的 空间 构象 和 
生物 学 功能 ,有 助 于 生物 体 减 轻 逆 境 胁迫 引起 的 伤 
害 , 从 而 赋予 生物 耐 热 性 。 研 究 发 现 , 生 物体 耐 热 性 
的 提高 与 其 体内 HSPs 的 积累 存在 着 很 大 的 关系 
(Parsell and Lindquist, 1994; Sgrensen et al., 1999, 
2001)。 经 过 高 温 处 理 的 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster 成 虫 , 其 体内 HSP70 的 表达 水 平 随处 理 
时 间 的 延长 而 增多 (Dahlgaard et al., 1998), 5%}, 
在 培养 的 果 晶 D. melanogaster 细胞 中 注入 hsp70 ,该 
细胞 会 在 更 短 的 时 间 内 具有 耐 热 性 ,而 当 注入 抑制 
热 激 蛋白 表达 的 基因 时 ,将 在 较 长 的 时 间 内 才 具 有 
耐 热 性 (Solomon et al., 1991)。 因 此 ,生物 体内 HSP 
的 不 同 丰 度 , 可 以 反映 物种 对 于 高 温 等 逆境 胁迫 的 
耐 受 能 力 。 热 激 蛋 白 虽 广泛 存在 于 生物 界 ,结构 高 
度 保守 ,但 已 有 研究 显示 热 激 和 蛋白 基因 序列 存在 着 
一 定 的 变异 , 且 这 种 变异 与 物种 所 处 的 环境 有 一 定 
的 联系 。 研 究 发 现 ,昆虫 种 群 的 适应 温度 .气候 和 纬 
度 变化 与 热 激 蛋白 基因 的 序列 特点 及 表达 差异 有 一 
定 关 联 (Gehring and Wehner, 1995; Sgrensen and 
Loeschcke , 2002; Frydenberg et al., 2003), Huang 
FI Kang (2007) 在 研究 两 种 近 源 斑 潜 蝇 后 发 现 热 激 
蛋白 基因 mRNA 诱导 表达 的 温度 阔 值 与 两 种 斑 潜 
蝇 对 温度 的 适应 性 以 及 地 理 分 布 界限 密切 相关 。 
Evgen’ev 等 (2004 ) 发 现 hsp70 的 拷贝 数 差异 与 不 同 
纬度 果 晶 种 群 的 温度 耐 受 能 力 有 潜在 的 联系 。 这 些 
发 现 表 明 热 激 蛋 白 基 因 在 影响 物种 长 期 适应 环境 变 
化 的 过 程 中 受到 了 自然 选择 作用 。 由 此 可 推测 ， 
Hsps 基因 变异 在 烟 粉 乱 和 温室 粉 副 季节 发 生 以 及 
因 粉 乱 不 同 隐 种 地 理 分 布 差异 中 起 着 重要 作用 。 
生物 体内 的 HSP 分 为 组 成 型 和 诱导 型 两 种 ,前 
者 在 正常 条 件 下 就 存在 于 细胞 中 ,后 者 在 受到 胁迫 
时 会 大 量 合成 。 本 实验 利用 使 用 Taqman 探 针 的 绝 
对 定量 PCR 技术 ,建立 了 一 套 实 时 区 光 定量 检测 粉 
i Hsp 基因 的 反应 体系 ,检测 了 烟 粉 融 3 个 隐 种 和 
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Wee: 温室 粉 乱 和 烟 粉 乱 3 个 隐 种 中 热 激 和 蛋白 基因 hsp70 和 hsp90 含量 的 比较 分 析 649 

















温室 粉 乱 基 因 组 DNA 中 hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 ， 
以 期 进一步 揭示 这 4 种 粉 乱 的 耐 热 性 差异 与 热 激 蛋 
白 基 因 找 贝 数 间 的 关系 ,获得 Hsp 基因 的 含量 特点 
与 粉 乱 温 度 逆境 耐 受 性 的 关系 ,进而 从 基因 差异 角 
度 建立 导致 人 侵 扩张 能 力 不 同 的 一 个 生物 人 侵 机 制 
理论 ,以 解释 烟 粉 乱 MEAM1 和 MED 隐 种 快速 扩张 
FECA: Asia I1 隐 种 以 及 温室 粉 珊 的 原因 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

WEA MED 隐 种 、MEAMI1 隐 种 和 温室 粉 乱 ， 
来 自 中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 生物 入侵 人 研究 
室 长 期 饲养 的 种 群 ,寄主 植物 分 别 为 番茄 
Lycopersicon lycopersicum Mill. (中 灯 9 号 )( 购 自 北 
京 中 蔬 园 艺 良 种 研究 开发 中 心 ) 和 厅 Apium 
graveolens Linn. (mF) (WA AA a ARF KAR 
业 技 术 研 究 所 ) ,无 用 药 史 , 饲 养 温度 为 26 + 1°C , 相 
对 湿度 为 60% ~ 80% , 光 周 期 为 16L:8D。 烟 粉 乱 
Asia 1 隐 种 由 浙江 大 学 昆虫 科学 研究 所 刘 树 生 教 
授课 题 组 惠 赠 ,并 在 本 实验 室温 室 建立 种 群 长 期 饲 
养 ,饲养 条 件 同上 。 
1.2 主要 试剂 及 仪器 

荧光 定量 试剂 盒 Premix Ex Taq™ (Probe qPCR) 
购 自 宝 生物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 , TransStartTaq 
DNA Polymerase . 凝 胶 回 收 试剂 盒 购 A Transgen 公 
司 。 质 粒 提取 试剂 盒 购 自爱 思 进 生物 技术 (杭州 ) 
有 限 公司 。 实 验 中 所 用 引物 、 探 针 和 测序 均 由 上 海 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 和 完成 。PCR 
仪 为 美国 MJ 公司 的 PTC-200 ,实时 荧光 定量 PCR 
仪 为 美国 ABI 公司 的 ABI 7500, 
1.3 DNA 提取 

烟 粉 乱 成 虫 DNA 提取 液 的 配方 为 :200 mL 















































0.05 mol/L Tris-HCl, 0.7564 g KCl, 900 uL 0.45% 
Tween 20, 900 uL 0. 45% NP 40, 0.4 g 0.2% 
gelatin ,将 以 上 试剂 混 匀 后 ,放置 4°C 冰箱 过 夜 。 实 
验 时 , 取 上 述 提取 液 1 mL, 加 入 4 uL Proteinase K 混 
匀 后 即 为 裂解 液 。 取 烟 粉 融 成 虫 ,在 解剖 镜 下 鉴定 
雌雄 后 ,吸取 20 pL 裂解 液 置 于 Parafilm 膜 上 ,将 单 
头 烟 粉 虱 成 虫 置 于 该 裂解 液 中 ,充分 研磨 至 匀 浆 , 然 
后 将 匀 浆 液 吸 入 0.2 mL 的 PCR 管 中 ,再 利用 10 pL 
裂解 液 清 洗 3 次 ,并 将 清洗 液 移 和 人 同一 PCR 管 中 ， 
短暂 离心 后 ,利用 PCR 仪 进行 金属 浴 。 人 金属 浴 程 序 
为 :65% 20 min,65% 20 min ,短暂 离心 ,充分 混和 所 
后 ,25% 2 min,96C 10 min。 实 验 结束 后 ,将 获得 
的 DNA 溶液 放置 于 -20C 保 存 以 备用 。 
1.4 EMAAR HAE 

K Yor E Vik E FIT ed FE BY KB A A Bb A lk E 
由 于 人 为 操作 因素 可 能 存在 种 群 混淆 ,因此 需 用 分 
子 技术 定期 检测 以 确保 种 群 纯度 。 根 据 线粒体 细胞 
色素 氧化 酶 COI 基因 保守 区 域 片段 大 小 ,利用 烟 粉 
TU MEAMI 和 MED 隐 种 特异 性 引物 ( 表 1) 进行 
PCR 扩 增 反应 来 区 分 烟 粉 乱 MED 隐 种 和 MEAMI 
隐 种 ;利用 通用 引物 ( 表 1) 进行 PCR 扩 增 并 测序 来 
XP HBL HL Asia M1 隐 种 和 温室 粉 乱 。PCR 反应 体 
AA 30 pL, 其 中 ddH,O 22.8 uL,10 x buffer 3 uL 
(& Mg™*) ,dNTPs 0.6 pL, 正 反 向 引物 各 1.2 pL, 
Taq 酶 0.6 pL,DNA 模板 0.6 uL; PCR 反应 条 件 : 
94°C 2 min; 94°C 30 s, 64°C 1 min, 72 1 min,35 
轮 循环 ; 72°C 10 min。 反 应 结束 后 取 5 pL 的 PCR 
产物 ,利用 1.0% 琢 脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 检测 ,其 中 检 
UW ARAL ZE 500 bp 左右 的 为 MEAM1 隐 种 ,300 bp Æ 
右 的 为 MED Afp. META Asia [1 隐 种 和 温室 粉 
虱 条 带 大 小 在 800 bp 左右 ,将 PCR 产物 直接 送 上 海 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公司 测 序 ,序列 在 NCBI 
上 比 对 后 ,确定 烟 粉 乱 Asia 11 Beeb A Th aE BL 


















































表 1 SEM MASH Min EA (TV) 所 用 引物 


Table 1 Primers for the identification of Bemisia tabaci cryptic species and Trialeurodes vaporariorum (TV) 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -3 ) 


Primer sequence 


文献 鉴定 的 物种 


References Identified species 





F: CTAGGGTTTATTGTTTGAGGTCATCATATATTC 


MEAM1-COI 


R; AATATCGACGAGGCATTCCCCCT 


Shatters et al., 2009 B. tabaci MEAM1 


F: CTTGGTAACTCTTCTGTAGATGTGTGT 


MED-COI 


R; CCTTCCCGCAGAAGAAATTTTGTTC 
F; TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT 
R: TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 


TV/Asia I 1-COI 


1.5 绝对 定量 PCR 引物 和 探 针 设 计 
从 NCBI 数据 库 下 载 烟 粉 届 MED ( hsp70， 


Shatters et al., 2009 B. tabaci MED 


T. vaporariorum; 


Si l., 1994 
和 B. tabaci Asia [[1 


HM013709; hsp90, HM013710 ) , MEAMI ( hsp70, 
EU934240; hsp90, EU934241) ) 和 Asia I 1 (hsp70, 
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HM367079 ; hsp90, HM367080 ) 隐 种 热 激 蛋白 基 
的 mRNA 序列 ,以 及 温室 粉 融 hsp70 (EU934244) 和 
hsp90( EU934245 ) 基因 的 mRNA 序列 ,应 用 Primer 








Premier 5. 0 在 序列 编码 区 分 别 设计 1 对 外 围 引物 ， 
应 用 Primer Express 3.0 在 这 对 外 围 引 物 序 列 间 再 
设计 1 对 定量 引物 和 探 针 ( 表 2)。 




















表 2 检测 粉 避 hsp70 和 hsp90 拷贝 数 的 绝对 定量 PCR 引物 和 探 针 序列 


Table 2 Absolute quantification PCR primers and probe sequences for detecting the 


copy numbers of hsp70 and hsp90 in whiteflies 























物种 FEAE 外 围 引 物 序列 (5 -37) 绝对 定量 PCR 引物 序列 (5 -3 ) 探 针 序列 (5 -3') ”产物 大 小 (bp) 
Species Target gene Out-primer sequence Absolute quantification PCR primer sequence Probe sequence Product size 
hsp0 F; TGTACTACGTGCGCTAAAC F: AGTGGAAATCATCGCCAATGA ; AAGGAAACCGCACCA- 323; 56 
MEAMI/ R; ATGAGTCGCTCGGTGTCTG R; GAGTCGCTCGGTGTCTGAGAA CTCCCAGCT 
MED hsp90 F: GGTATGAAAGAGAGCCAGAAGCA F: CACTGGTGAAAGCAAAGATCAAGTA; > CTCCTCATTTGTCGAG- 220. 75 
R: TTCGTCCTCAGGCAGTTCTAATC R; CGATGGGTTCGGTCATGTAGA CG , 
hsp0 F: CTGACCTCTTCCGCTCAACCCT; F; GCAGTTTCAATGCCGAGAGATAG; = CGCCACATCCACCAG- 338; 92 
. R: CGTGCATTGCGCTCGACTATTT R; CTACGGAGCAGCAGTCCAGG GAGAACATCTT 
Aai hsp0 F: GGTATGAAAGAGAGCCAGAAGCA; F: AGCAAAGATCAAGTAGCTAACTCCTC; AGCGAGTCAAGAAAC- 227; 88 
R: TTCGTCCTCAGGCAGTTCTAATC R: TCTTTCATTTGCTGGACTACATATTC GCGGTTTTGAAGT 
hsp10 F; TCAAGCACCGAAGCCAGCAT; F: TTGAGCTCTTGTCCATGTTTGC; TCGGCCAAGGCTTTCT- 313; 54 
R: CAAAGGCGCAACGTCTACCA R: TGCTCAGATCTCTTCCGATCAAC CAACTGGA 
i hsp90 F; TGAAAGCAAGGACCAAGTAG; F: TGTCCTTCATAACCTTGCACAAA ; TITCAAATTTGGCTIT- 301; 73 


R: GGTGATTCAACCAGCCTATT 





R: AGAAGGATTAGAACTCCCAGAAGATG GTCCTCTTCCCG 


TV: WEHA Trialeurodes vaporariorum. 最 后 一 栏 中 分 号 前 的 数字 代表 外 围 引物 扩 增 产物 大 小 ,分 号 后 的 数字 代表 定量 引物 扩 增 产物 大 小 。 


The numeral before the semicolon in the last column represents the product size using out-primers ，while that after the semicolon represents the product 


size using absolute quantification PCR primers. 


1.6 质粒 提取 、 标 准 品 制备 

用 外 围 引 物 分 别 扩 增 对 应 种 粉 乱 的 基因 组 
DNA,PCR 体系 为 30 kL, 组 成 成 分 和 反应 程序 同 
第 1.4 节 。PCR 扩 增 产物 经 电泳 检测 后 ,在 紫外 
光 下 切 下 目标 条 带 , 利用 北京 全 式 金 公司 的 
EasyPure™ Quick Gel Extraction Kit 试剂 盒 将 PCR 
产物 回收 纯化 。 将 纯化 产物 连接 至 TransGen 
pEasy T1 Cloning Vector 并 转化 到 Transl-Tl 感受 
态 细胞 ,接种 到 含 Ampicillin X-gal 和 IPTG 的 培养 
基 培 养 。 挑 取 白 色 单 菌落 培养 ,选取 重组 克隆 , 送 
上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 测 序 , 利 用 
DNAMAN 软件 分 析 序 列 。 确 定 为 靶 标 序列 后 , 利 
用 爱 思 进 生 物 技 术 ( 杭 州 ) 有 限 公 司 的 AxyPrep 质 
粒 DNA 小 量 试剂 盒 提 取 对 应 基因 菌株 的 质粒 ,用 
德国 Implen 超 微量 分 光 光 度 计 P330 测定 浓度 ,并 
根据 公式 换算 成 拷贝 数 ,公式 为 :拷贝 数 (copies/ 
mL) =6.02 x 10” ( copies/mol) x 浓度 (g/mL)/ 平 
均 分 子 量 (g/mol)。 将 质粒 溶液 按 1:5 比例 依次 
稀释 5 个 浓度 ,拷贝 数 分 别 为 2 x 10", 4x 10°, 8 
x10”, 1.6 x 10° 和 3.2 x10。 制 得 的 标准 品 保 
FEF -40 冰箱 备用 。 

定量 PCR 反应 体系 为 10 kL, 其 中 Premix Ex 
Taq (Probe qPCR)2 x5 pL, 正 反 向 引物 (10 pmol/ 























L) 各 0.2 pL,ROX Reference Dye I (50 x ) x 40.2 
pL, 获 光 探 针 溶液 0.4 pL, DNA 模板 1 pL,ddH20 3 
ML。 反应 条 件 :95%C 30 s;95%C 5s, 60%C 34 s,40 $È 
循环 。 反 应 在 7500 Real-Time PCR System 上 进行 。 
反应 结束 后 ,分 析 标 准 曲线 。R* 越 接 近 1 表示 标准 
曲线 的 拟 合 程 度 越 高 , 扩 增 效率 在 95% ~115% 之 
间 , 结 果 可 信 。 
1.7 hsp70 和 hsp90 拷贝 数 定量 检测 

采用 绝对 实时 荧光 定量 PCR 技术 检测 烟 粉 乔 
MED 隐 种 .MEAMI 隐 种 和 Asia M1 隐 种 以 及 温室 
粉 融 hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 。 每 种 粉 融 分 别提 取 
10 Sk fe a He A 10 头 雌 成 虫 的 基因 组 DNA( 即 每 种 
粉 融 每 种 性 别 设置 10 个 重复 ) ,每 个 样本 3 次 技术 
重复 ,以 纯净 水 作为 模板 设置 阴性 对 照 。 反 应 体系 、 
反应 条 件 同 1.6 节 。 
1.8 数据 处 理 与 统计 

绝对 定量 PCR 检测 结果 取 对 数 后 ,采用 SAS 
v9.1 进行 统计 分 析 。 不 同 隐 种 间 的 肉 或 雄 成 虫 的 
热 激 蛋 白 基 因 拷 贝 数 采用 One-way ANOVA 来 分 析 
(邓肯 氏 检 验 ) ;同一 隐 种 , 热 激 蛋白 基因 在 雌雄 烟 
粉 乱 中 的 拷贝 数 采 用 Independent T-test 来 分 析 。 所 
有 数据 均 用 平均 数 上 标准 误 (SE) 来 表示 ;差异 显著 
性 检验 水 平 为 P=0.05。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 KAHA hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 差异 分 析 

AN EED A KO E R KS hsp70 的 拷贝 数 差 异 不 显 
著 , 而 不 同 粉 融 雄 虫 中 的 hsp70 的 拷贝 数 存 在 显著 
差异 (13 ,39 =5.84, P=0.0023)。hsp70 拷贝 数 在 
4 种 粉 乱 中 分 别 是 :上 肉 虫 : 烟 粉 乱 MED 隐 种 二 1. 18 x 
MEAMI 隐 种 二 1. 40 x YS KY HL ~ 1. 66 x Asialll K 
种 ; 雄 虫 : 烟 粉 乱 MED 隐 种 二 1.08 x MEAMI 隐 种 = 
1.36 x 温 室 粉 乱 =2.34 x Asialll 隐 种 (图 1: A). 

不 同 粉 乱 的 雌雄 虫 的 hsp90 的 拷贝 数 存在 差异 
显著 ( 雌 虫 : 53 ,39 =28.01, P<0.0001; HH: F3, 
39 =56.66, P <0.0001) , hsp90 拷贝 数 在 4 种 粉 乔 
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图 1 烟 粉 乱 3 个 隐 种 (MED，MEAM1 Ñ Asia i1) 
以 及 温室 粉 乔 (TV ) 成 虫 hsp70(A) 和 hsp90(B) 找 贝 数 
Fig.1 Comparison of the copy numbers of hsp70 (A) and 


MED MEAMI 











hsp90 (B) between adults of three cryptic species of 
Bemisia tabaci complex (MED, MEAM1 and Asia []1) and 
Trialeurodes vaporariorum (TV) 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 用 One-way ANOVA 
方法 (邓肯 氏 检 验 ) 得 到 粉 乱 不 同 种 间 比 较 差异 显著 ( 忆 <0. 05 ) ,大 
写字 母 表示 雌 虫 间 的 比较 ,小 写字 母 表示 雄 虫 间 的 比较 。Data in the 


figure are shown as mean + SE. Different letters above bars represent 











significant difference among different species of whiteflies (P <0. 05) 
with One-way ANOVA ( Duncan’ s test). The uppercase letters denote 
the comparison between female adults and the lowercase letters denote the 


comparison between male adults. 


HPAP Sil cae MER AAPL MED 隐 种 =1.08 x MEAMI 
Kath ~2.58 x 温室 粉 融 二 14.34 x Asia I1 隐 种 ; 雄 
虫 : 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 二 1.21 x MED AFH ~2. 18 
x L258) il ~ 10.7 x Asia [1 隐 种 (图 1: B)。 

2.2 雌雄 成 虫 hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 差 异 分 析 

研究 结果 表明 , 烟 粉 乱 MEAMI .MED 和 Asia I 
1 3 个 隐 种 以 及 温室 粉 虱 的 雌 虫 hsp70 拷贝 数 均 显 
著 高 于 雄 虫 拷贝 数 ( 图 2: A). HP, MRD mL 
MEAML Kph: 肉 虫 二 1. 90 x 雄 虫 ; MED Kph: HE 
二 2.07 x HEE VHS) mL: HEA ~ 2.01 x HER ; Asia 
TL 1 隐 种 : HEH ~2. 90 x 雄 虫 。 

此 外 , 烟 粉 乱 MED 隐 种 和 温室 粉 乱 的 雌 虫 
hsp90 拷贝 数 也 显著 高 于 雄 虫 拷 贝 数 ( 图 2; B)。 其 
中 , 烟 粉 乱 MEAM1 隐 种 : ME HR ~ 1.90 x MEHR; MED 
隐 种 : MER 2. 50 x 雄 虫 ;温室 粉 乔 : MER = 1. 74 x 
HEIE ; Asia [1 隐 种 : 肉 虫 二 1.54 x HEE, 
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图 2 烟 粉 乔 3 个 隐 种 (MED, MEAM1 和 Asia lll) 

以 及 温室 粉 到 (TV ) 雌雄 成 虫 hsp70(A) 和 hsp90(B) 找 贝 数 
Fig.2 Comparison of the copy numbers of hsp70 (A) 


MED MEAMI 








and hsp90 (B) in the female and male adults of three 
cryptic species of Bemisia tabaci complex (MED, 
MEAMI and Asia I 1) and Trialeurodes vaporariorum (TV) 
柱 上 星 号 表示 用 7 测验 得 到 粉 避 不 同性 别 间 比较 差异 显著 (P< 
0.05). The asterisk above bars represent significant difference among 


different sexes of whitefly (P <0. 05) with T test. 








2.3 RAHE hsp70 和 hsp90 的 变异 情况 分 析 
对 不 同 种 粉 剧 的 雌雄 虫 hsp70 的 拷贝 数 变异 情 
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况 分 析 结 果 显 示 , 除 了 烟 粉 乱 MEAMI1 BAPE E, 























而 对 于 不 同 种 粉 乔 的 雌雄 虫 wsp90 的 拷贝 数 变 











MED 隐 种 雌雄 虫 ,jsp70 拷贝 数 种 内 变异 系数 高 于 
种 间 变 异 系数 以 外 , 其余 种 粉 乔 的 雌雄 虫 hsp70 的 
拷贝 数 种 内 变异 系数 均 低 于 种 间 变 异 系数 。 




















异 情况 分 析 结 果 则 显示 ,所 有 种 粉 虱 肉 雄 虫 hsp90 
的 拷贝 数 的 种 内 变异 系数 均 低 于 种 间 变 异 系数 ( 表 
3) 0o 








RI WHAI 个 隐 种 (MED, MEAM1 和 Asia 11) 以 及 温室 粉 虱 (TV)hsp70 和 hsp90 拷贝 数 变异 系数 
Table 3 Coefficient of variance of hsp70 and hsp90 in three cryptic species of Bemisia tabaci complex 
(MED, MEAM1 and Asia I1) and Trialeurodes vaporariorum (TV) 





物种 及 性 别 Species and gender 


























MEAMI MED TV Asiall1 
oe Coefficient of variance sources “je ale if Male Mf Female ff Male M Female AE Male iM Female i Male 
种 内 Intraspecies 5.3348 3.6836 5.7745 5.7680 2.8973 2.9392 3.4982 1.9379 
ee 种 间 Interspecies 3.7074 
种 内 Intraspecies 7.9382 5.2470 6.0070 3.0732 3.6366 3.0057 6.2443 7.2727 
ne 种 间 Interspecies 10. 1477 
MED/MEAML 隐 种 中 较 其 他 两 种 均 高 ,而 在 土著 种 
3 讨论 Asia [1 隐 种 中 含量 最 低 , 以 及 温室 粉 剧 Hsps 基因 


外 来 人 侵 物 种 适应 新 生境 的 环境 压力 的 能 力 影 
响 其 入 侵 的 成 功 与 否 。 物 种 对 环境 胁迫 的 耐 受 能 
与 其 体内 Hsps 基因 的 丰 度 、 表 达 以 及 结构 等 特点 密 
切 相 关 。 目 前 在 许多 生物 如 昆虫 ` 鱼 类 .植物 和 哺乳 
动物 的 研究 中 都 发 现 了 热 激 蛋白 基因 的 表达 与 环境 
胁迫 之 间 存 在 着 密切 的 关系 (Ulmasov et al., 1993; 
Gehring and Wehner, 1995; Dahlgaard et al., 1998; 
Basu et al., 2002; Sun et al., 2002), Anderson 等 
(2003 ) 发 现 适 应 于 较 低 纬度 的 果 晶 Drosophila virilis 
有 7 个 hsp70 拷贝 ,其 热 胁迫 抗 性 要 高 于 具有 5 个 
拷贝 的 D，lummei, 后 者 在 分 布 上 处 于 较 高 的 纬度 ， 
提示 hsp70 拷贝 数 与 果 蝇 耐 热 性 强 弱 有 关 。 温 室 粉 
异 是 入 侵 我 国 的 重要 害虫 之 一 ,比较 分 析 温 室 粉 恒 
和 烟 粉 乱 两 者 在 我 国 的 分 布 可 以 发 现 ,温室 粉 乱 虽 
南北 各 省 均 有 分 布 ,但 在 北方 为 害 更 严重 。 烟 粉 避 
则 分 布 广泛 , 横 跨 19 ~44°N ( 王 海 鸿 , 2005), HÆ 
抵抗 高 温 的 能 力 对 于 温带 昆虫 非常 重要 (Kimura et 
al., 1994), #JB2 S (2007 ) 发 现 , 高 温 胁迫 下 , 烟 
粉 融 成 活 率 、 生 殖 力 高 温 耐 热 性 等 显著 高 于 温室 粉 
Bo FASC, TERY 21 ~ 22°C 胁迫 下 ,温室 粉 融 的 生 
命 指标 强 于 烟 粉 乱 MEAMLI 隐 种 ,说 明 温室 粉 乱 具 
有 比 MEAMI 隐 种 较 强 的 低温 耐 受 力 。 余 昊 (2009 ) 
研究 发 现 ,Hsps 基因 在 温室 粉 乱 体 内 开始 诱导 表达 
的 温度 和 表达 量 最 高 时 的 温度 低 于 在 烟 粉 避 
MEAML 隐 种 体内 表达 的 相应 温度 , 低 2 ~6%C。 本 
研究 发 现 的 hsp70 和 hsp90 拷贝 数 在 入 侵 型 烟 粉 蛋 





















































拷贝 数 较 入 侵 型 烟 粉 融 隐 种 低 但 高 于 土 车 型 烟 粉 融 
隐 种 。 结 合 烟 粉 乔 这 3 个 隐 种 以 及 温室 粉 乱 对 温度 
耐 受 能 力 不 同 的 生物 学 特点 ,本 研究 结果 提示 了 不 
同 种 的 粉 乔 体内 hsp70 和 hsp90 拷贝 数 与 其 耐 热 性 
强 弱 可 能 呈正 相关 关系 ,上 暗示 了 耐 热 性 更 强 的 人 侵 
型 粉 乱 在 适应 新 环境 的 过 程 中 ,受到 环境 压力 的 选 
择 作用 ,进化 形成 更 多 的 Hsp 基因 拷贝 数 ,以 便 在 
恶劣 的 环境 胁迫 下 ,能 诱导 更 多 的 热 激 蛋白 基因 表 
达 , 从 而 获得 了 更 强 的 抗 逆 性 。 

物种 在 长 期 适应 进化 过 程 中 ,极端 温度 的 长 期 
选择 会 影响 到 物种 的 温度 适应 性 ,从 而 使 其 群体 获 
得 能 够 保持 和 遗传 的 环境 胁迫 抵抗 力 , 最 终 使 该 物 
种 在 竞争 中 存活 下 来 (Bale et al., 2002; Hoffman et 
al., 2003)。 生 物体 的 耐 热 性 与 调节 热 适应 性 基因 
的 结构 密切 相关 ( Bettencourt et al., 2002; Hoffmann 
et al., 2003 ) 。 有 研究 发 现 来 自 美国 气候 环境 差异 
较 大 的 两 个 州 一 一 亚利桑那 州 和 华盛顿 州 的 两 个 果 
蝇 地 理 种 群 ,其 热 激 蛋白 复合 物 具 有 高 度 的 分 化 现 
Z (Graham et al., 2012) ,统计 分 析 结 果 显 示 这 可 能 
是 由 局 部 的 自然 选择 作用 引起 的 。 目 前 ,全 球 许多 
地 区 已 经 发 现 烟 粉 乱 MEAM 隐 种 苑 争 并 取代 土著 
种 的 现象 。 据 报道 ,我 国 大 部 分 地 区 已 发 现 烟 粉 避 
MED 隐 种 , 烟 粉 天 MEAMI1 隐 种 正 逐 步 取 代 Asia I 
3 和 Asia M1 等 烟 粉 虱 本 土 隐 种 。 余 吴 (2009 ) 研究 
发 现 ,Hsps 基因 在 烟 粉 乱 Asia 1 隐 种 体内 开始 诱 
导 表 达 的 温度 和 表达 量 最 高 时 的 温度 低 于 在 烟 粉 下 
MEAML 和 MED 隐 种 体内 表达 的 相应 温度 , 低 约 
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2C 。 本 研究 结果 显示 ,MED 隐 种 和 MEAMLI 隐 种 
体内 的 hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 均 显著 高 于 Asia 了 [1 
隐 种 ,暗示 入 侵 种 在 面 对 新 的 胁迫 环境 条 件 时 ,可 能 
过 进化 产生 更 多 热 激 蛋 白 基 因 从 而 使 其 在 逆境 下 
表达 数量 增多 ,进而 提高 温度 耐 受 力 的 不 同 于 本 土 
种 的 适应 性 对 策 。 

此 外 ,许多 研究 发 现 高 温 胁迫 下 ,多 数 物 种 存在 
雌性 比 雄 性 耐 热 的 现象 。 如 黑 腹 果 蝇 也 
melanogaster (Dahlgaard et al., 1998; Lansing et al., 
2000 ) , R HE Drosophila buzzatii ( Sørensen et al., 
1999 , 2005; Sarup et al., 2006 ) FIIR Re fF BY Aedes 
aegypti (Andersen et al., 2006), #2 JE 21. (2008 ) 
发 现 , 烟 粉 乱 MEA ML Bet HSE Xt R FE fea thnk AEC F , ME 
iQ HSE TR RRA TERE. Aa BSE TSE He 
Tay ME PAE FE HETE TH PN eH 2% BEB De] PS AK) (Lü and 
Wan, 2008 ) ; 高温 处 理 下 , Ha) ti mal HE Wi HE hsp70 
mRNA RAE fey TERR, AL aot dt — 26 ot) RNAI 
证 明 hsp70 在 烟 粉 融 MEAMI 隐 种 雌性 耐 热 中 起 关 
键 的 作用 (Li and Wan, 2011 ) 。 本 研究 发 现 , 烟 粉 
各 各 隐 种 和 温室 粉 乱 的 肉 虫 hsp70 拷贝 数 均 显著 高 
于 雄 虫 拷贝 数 ,进一步 为 hsp70 在 烟 粉 虱 肉 性 比 雄 
性 耐 热 中 起 关键 作用 提供 更 充分 的 证 据 。 至 于 
hsp90 在 粉 虱 雌 雄 虫 中 的 作用 可 能 较为 复杂 。 有 研 
究 报 道 hsp90 EIAM aL MEAMLI 隐 种 上 肉 性 耐 热 中 不 
起 作用 ,以 及 雌性 和 雄性 hsp90 mRNA 表达 水 平 无 
显著 差别 (Li and Wan, 2011) ,本 研究 发 现 烟 粉 乔 
MEAMI 隐 种 肉 雄 成 虫 hsp90 拷贝 数 不 存 在 显著 性 
差异 ,进一步 暗示 了 hsp90 FEMME, MEAMLI 隐 种 雌 
性 的 耐 热 性 中 可 能 并 不 是 关键 因素 。 至 于 hsp90 找 
TL BCS EVEL MED 隐 种 、Asia ILL 隐 种 以 及 温室 粉 
BLUME HE TT SA A) K R UU el, Th BH RNAI 实验 来 进 
一 步 研究 探讨 。 

以 上 研究 结果 表明 ,不 同 种 粉 剧 以 及 烟 粉 到 不 
同 隐 种 的 hsp70 和 hsp90 的 拷贝 数 与 其 耐 热 性 之 间 
存在 一 定 的 关系 , 雌 虫 sp70 和 hsp90 拷贝 数 约 为 雄 
虫 的 2 倍 。 本 研究 为 解释 烟 粉 乱 不同 隐 种 和 不 同性 
别 的 耐 热 性 机 制 提供 了 进一步 的 依据 ,但 只 初步 明 
确 了 烟 粉 下 3 个 隐 种 及 温室 粉 乱 的 耐 热 性 与 其 热 激 
蛋白 基因 拷贝 数 之 间 存 在 的 联系 ,其 机 制 如 何以 及 
热 激 蛋 白 是 否 对 生物 体 耐 热 性 有 其 他 方面 的 作用 ， 
尚 不 清楚 ,需要 后 续 的 实验 加 以 探讨 。 
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